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RESUMO

KAWATA, DENISE, M.S., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2001.
Polimero derivado do éleo de mamona acrescido de calcio, associado ou
nédo a medula Gssea autdgena na repar acéo de falhas Gsseas experimentais
em coelhos. Orientador: Ricardo Junqueira Del Carlo. Conselheiros: Marlene
Isabel Vargas Viloria e Luiz Gonzaga Pompermayer.

Foram avaliados o processo de reparacéo tecidual e o comportamento do
implante do polimero vegetal extraido do 6leo de mamona com 40% de carbonato
de célcio, associado ou ndo aimpregnacdo com medula 6ssea autdgena, em falhas
Osseas experimentais em radios de 30 coelhos e em sitio heterotépico de seis
animais. Em quinze coelhos, a falha 6ssea no radio direito foi preenchida por
cilindros de polimero de mamona (grupo P) com dimensdes semelhantes as das
falhas, o radio direito dos outros coelhos recebeu aspirado de medula éssea
autégena junto com o implante (grupo M). As falhas 6sseas do membro esquerdo
ndo receberam nenhum tratamento e serviram como controle. Cada um dos seis
coelhos restantes recebeu seis implantes no muasculo reto abdominal (sitio
heterotépico), sendo que em trés animais, os implantes estavam embebidos em
aspirado de medula Gssea autégena. Ambos 0s grupos apresentaram aumento da
radiopacidade no local do implante, sem desvio de eixo 6sseo ou reabsorcdo das
extremidades Osseas receptoras. O grupo P apresentou areas irregulares de
calcificacdo na regido periférica e sobre o polimero e 0 M apresentou um padréo
de radiopacidade mais intenso, regular e precoce em relacdo ao P. Na avaliagéo
histoldgica, foram observadas formacéo de tecido 6sseo imaturo com tendéncia a

organizacdo, brotos isolados de formac&o de 0sso novo sobre o polimero em seus
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poros superficiais e nos poros internos que se comunicavam. O implante permitiu
a ocorréncia de osteogénese e osteoconducdo e a formacdo de 0sso novo foi
progressiva e em maior quantidade quando associado ao aspirado medular; houve
migracdo de capilares, tecidos perivasculares e células osteoprogenitoras entre 0os
poros, com tecido fibrovascular invadindo a superficie do implante; a
incorporacdo dos implantes deu-se de maneira lenta e estava incompleta até as
nove semanas do estudo; o implante foi biocompativel no periodo avaliado. Em
sitio heterotépico, o implante foi incapaz de induzir a formagdo Ossea e
histologicamente, em ambos os sitios de implantacdo, foram identificadas células

gigantes e tecido fibroso envolvente.



ABSTRACT

KAWATA, DENISE, M.S,, Universidade Federal de Vicosa, December, 2001.
Castor oil plant polymer with calcium associated or not to autogenous
bone marrow in therepair of experimental bone gapsin rabbits. Advisor:
Ricardo Junqueira Del Carlo. Committee members. Marlene Isabel Vargas
Viloriaand Luiz Gonzaga Pompermayer.

In order to evaluate tissue repair after the use of castor oil polymer implant
additioned with 40% calcium carbonate, isolated or associated to autogenous bone
marrow in heterotopic site and in experimental bone gaps in radii of rabbits, 30
White New Zealand rabbits were submitted to bilateral radial ostectomy. In 15
rabbits the bone gap of the right side was filled with polymer cylinders (group P)
of similar size of the gaps; the remaining rabbits received autogenous bone
marrow with the implant (group M). The bone gaps of the left limb did not receive
any treatment and served as control. Six rabbits received 6 implants in the Rectus
abdominus muscle (heterotopic site) and in three of these rabbits the implants
were associated with bone marrow. In the radiographic study both groups
presented increased radiopacity at the implant site without bone axis deviation or
resorption of the receptor bone ends. Group P presented irregular calcification
areas at the peripheral region and over the polymer. Group M presented a more
intense, regular and precocious radiopacity pattern in relation to group P. In
microscopical evaluation there was evidence of immature bone tissue formation
tending to organize itself, isolated buds of neoformed bone over the polymer and
its superficial pores. It was concluded that the implant allows osteogenenesis and

osteoconduction in bone gaps, and bone formation was progressive, especially



when additioned with bone marrow aspirate; there was capillary, perivascular
tissue and osteoprogenitor cells migrating into the pores, with fibrovascular tissue
permesating the implant surface; implants incorporation was slow and was found
incomplete until 9 weeks of the study; the implant was able to induce foreign-
body reaction without toxic or secondary adverse reactions to its presence. In
heterotopic and orthotopic sites, the implant was not able to induce bone
formation, inciting mild foreign-body reaction with giant cells and surrounding
fibrous layer.
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1. INTRODUCAO

A reposicao cirdrgica de perdas dsseas representa uma necessidade e
um desafio constantes na pratica clinica, sendo secundaria a uma gama de situacdes
como traumatismos, infecgBes, malformagdes congénitas e ressecctes neopl ésicas.

A indicacdo de métodos que determinam a reparacdo € de caréter
funcional, restabelecendo condicdes de sustentacdo para aplicagdo de forgas
mecanicas, havendo ainda indicagdes estéticas para redefinicdo de contornos ou de
protecdo aos tecidos adjacentes (DUJONI et al., 1997).

A idéia mais logica neste processo de reposicdo corresponde a
utilizacdo do proprio tecido 0sseo, preferencialmente com enxertos livres autdgenos,
ou também de tecido homdlogo, heterdlogo, desmineralizado ou ainda através de
transferéncias dsseas utilizando microcirurgia (KORLOF et d., 1973).

A medula dssea aplicada via percutanea, no ambiente da falha 6ssea,
induz um processo de reparacdo precoce, por meio de ossificagdo intramembranosa e
endocondral, que ocorre principalmente nas primeiras trés semanas por formacéo
Ossea direta (BARROS, 2000).

O problema vital nessa questdo permanece em encontrar um material
gue possa limitar a chance de infecgdo, permitir crescimento ou formacgéo de 0sso
novo, apresentar resisténcia estrutural, permitir reconstrucbes e servir de agente
condutor paraamedula éssea no local daimplantagéo.

Esses métodos vém sendo utilizados e aperfeicoados, apresentando

evolucdo e resultados consideraveis (SILVA, 2000). No entanto, a complexidade da



reparacdo de diferentes deformidades, tendo sua localizagdo e dimensdes como
fatores determinantes (van PUTTEN e YAMADA, 1992), levou a busca da
substituicdo tecidual por material “ndo vivo’, o que define o termo aloplasia ou
aloplastia e que originou o surgimento dos a oplasticos ou alomateriais.

Nos anos recentes, problemas com antigenicidade, doencas infecto-
contagiosas, suprimento 6sseo de implante e métodos de estocagem, tém levado ao
desenvolvimento de uma variedade de materiais artificiais de substitui¢éo.

Os biomateriais (materiais artificiails desenvolvidos para uso
biomédico) tém sido utilizados como op¢do para o preenchimento de defeitos 6sseos
segmentares. Nos Ultimos anos, a pesquisa dos biopolimeros ganhou grande impul so,
com diversas aplicacdes nas &reas de implantes odontoldgicos, cardiovasculares e
outras (CHIERICE, 1994).

Com a crescente conscientizagdo da preservacao e aproveitamento
controlado de produtos naturais, com consequente diminuicdo da toxicidade dos
produtos obtidos a partir desta biomassa, a sintese de resinas poliuretanas tem
conquistado grande espaco de pesquisa. A mamona (Ricinus communis), constitui um
vegetal tipico de clima tropica e o Brasil, por sua grande extensdo territorial,
apresenta-se como uma das maiores reservas mundiais deste produto (IGNACIO,
1995).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar, através de estudos
radiologicos, morfolégicos e da andise histologica com microscopio de luz e de
fluorescéncia, as caracteristicas do processo de reparacdo 0ssea e 0 comportamento
do polimero vegetal extraido de 6leo de mamona, adicionado de carbonato de calcio,
isoladamente e associado a impregnagdo com medula 0ssea autégena, aplicado em
sitio heterotdpico e na reparacao de falhas Gsseas experimentais em rédio de coelhos,
em diferentes tempos de evolugéo.

Nestes aspectos, os polimeros sd0 muito interessantes, pois apresentam
composicdo e estrutura que podem ser trabahadas conforme necessidades
especificas, proporcionando uma grande flexibilidade de desenhos e, em aguns
casos, sendo biodegradaveis (YASZEMSKI et al., 1996). Além disso, muitos

apresentam biocompatibilidade, adesdo celular relativamente alta, crescimento celular



e manutencao da atividade de osteoblastos cultivados sobre eles (SAAD et al., 1996).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Poliuretana Derivada do Oleo de Mamona

A mamona (classe Dicotiledonea, ordem Geraneaces e familia
Euforbaceaes) € um vegeta tipico do Brasil e seu 6leo é conhecido como 6leo de
ricino ou “castor oil”, contendo 89% do triglicerideo do acido ricinoleico,
caracterizando-se estruturalmente como um poliéster, possuindo trés moléculas do
&cido 12-hidroxi-oleico (ou ricinoleico), sendo que cada uma delas apresenta um
grupo hidroxila no carbono 12 (IGNACIO, 1995).

A reacdo de pré-polimerizacdo para a formacéo da poliuretana é feita
entre um di-isocianato e um poliol, de maneira a deixar grupos isocianatos livres no
produto final. O pré-polimero é um liguido viscoso com menos reatividade do que o
di-isocianato da partida. Ja a reacéo de polimerizagdo final com o pré-polimero paraa
formacéo da poliuretana pode ser feita com um diol, diamina ou ainda um poliol
(IGNACIO, 1995).

Os polidis utilizados na sintese de poliuretanas contém dois ou mais
radicais hidroxilas, apresentando-se geralmente na forma de poliéster e poliéter
(IGNACIO, 1995).

A poliuretana avaiada neste estudo é derivada de um poliéster
sintetizado a partir do 6leo de mamona e difenilmetanodiisocianato, sendo composta
pel 0s seguintes componentes.

1. carbonato de cédlcio (tem a finaidade de aumentar o volume da

mistura, permitir a formagéo de poros, evitar a formagdo de bolhas e estimular a



biointegracéo);
2. pré-polimero derivado do difenilmetanodiisocianato e poliol poliéster;
3. poliol derivado do polimero poliuretano do 6leo da mamona.

A férmula molecular da poliuretana derivada do 6leo da mamona
apresenta fécil processabilidade, flexibilidade de formulacdo, controle de pico
exotérmico na transicdo de pico liquido-gel, excelentes propriedades estruturais,
auséncia de emissio de vapores toxicos, baixo custo e € biodegradavel (IGNACIO,
1995).

Como é caracteristica dos polimeros, a poliuretana derivada do 6leo da
mamona ha forma néo-cal cificada apresenta especial plasticidade, podendo variar da
consisténcia de gel a sdlida. Como gel, pode atuar como um substituto para materiais
como o teflon ou silicone (COSTA e SCHALL, 1992; OHARA, et a., 1995) e, na
forma solida, geramente é associado ao carbonato de célcio, que lhe proporciona
porosidade (Figura 4, A, B e C), favorecendo a sua indicagdo como material de
enxertia 6ssea (IGNACIO, 1995; OHARA et al., 1995; VILARINHO et al., 1996;
CARVALHO et d., 1997; CLARO NETO, 1997). Segundo CLARO NETO (1997), o
polimero pode ser processado sem carbonato de célcio, mas a sua adicéo é que
confere os melhores padrfes de resisténcia e elasticidade em relacdo ao tecido 0sseo,
aém de fornecer calcio na regido da interface osso/polimero, quando este é
implantado, estimulando assim a biointegracéo. Os ensai 0s mecanicos mostraram que
este minera em quantidades de até 40%, melhora suas propriedades mecanicas.
Andlises de microscopia eletrénica de varredura comprovaram a existéncia de bolhas
no polimero, que foram preenchidas pelo carbonato de calcio.

Segundo os fabricantes do “composto 6sseo de ricinus’ o produto é

atoxico, germicida, bactericida e esterilizante (Poliquil AraraquaraO, 2001).

2.2. Aloplasticos

Biomateriais, biopolimeros, implantes ou aloplésticos séo designacdes
comuns aos materiais sintéticos e semi-sintéticos, desenvolvidos para uso temporario
ou definitivo em organismos vivos. Os sintéticos sdo constituidos de materiais

artificiais inertes, implantados com a finalidade de aumento, substituicdo e reparo



0sseos. Durante o mecanismo de reparo, podem permanecer no local como material
de preenchimento, serem reabsorvidos com simultanea osteogénese ou servirem de
matriz para a deposicdo de tecido 0sseo. Muitos materiais tém sido utilizados, entre
eles. metais, ceramicas, ligas de carbono, fosfatos de calcio (hidroxiapatita e fosfato
tricAlcico) e biopolimeros (BISSADA e HANGORSKY, 1980; BERNARD, 1991).
Estes materiais podem ser bioinertes, ndo se unindo diretamente a0 0sso, ou
bioativos, devido aforte unido quimica nainterface material/osso.

A presenca de 0sso dentro dos poros do material implantado €
evidéncia de que ele possui propriedades osteocondutoras, ou sga, permite o
crescimento 0sseo dentro de sua estrutura quando esta é colocada junto ao 0sso. Se,
por outro lado, a formagdo de 0sso ocorre quando o implante é colocado em tecido
mole, evidenciando a diferenciacdo celular, entdo ele é dito osteoindutor (WHITE e
SHORS, 1986; van EEDEN e RIPAMONTI, 1994; SILVA, 2000).

O insucesso representado por fratura e infecgdo, quando materiais
aloplésticos sdo usados como substitutos Gsseos, tem sido atribuido ao fato de serem
isentos de tecido vivo (SCHLIEPHAKE et a., 1995). Ja que o sucesso da substituicéo
Ossea por 0sso alégeno ou materiais aloplasticos depende da capacidade destes em
provir suporte a penetracdo de tecido Osseo vital, determinando a osteointegracao,
vérias associacdes tém sido feitas na tentativa de somar propriedades desegjadas e
acelerar o processo de reparacdo (OLIVEIRA et al., 2000; SILVA, 2000).

Um modelo experimental, com a finalidade de verificar a neoformagao
0ssea e integracdo do cimento derivado da poliuretana de mamona no preenchimento
de falhas Osseas, foi desenvolvido por IGNACIO (1995). Foram produzidas falhas
osteoperiosteais em radio de coelhos. A andlise dos resultados demonstrou que,
apesar da membrana intra-6ssea potente e de um forte sistema ligamentar que une o
radio e a ulna, todos os segmentos do grupo controle apresentaram perda do
alinhamento do membro (deslizamentos epifisarios e fraturas), ao contrario dos
antebracos onde a falha Ossea produzida foi preenchida com o cimento, que
suportaram bem as forgas mecanicas exercidas pela marcha normal. O autor observou
formagdo gradual e progressiva de 0sso novo a partir das interfaces resina-0sso

proximal e distal, em direcdo a regido central, iniciando-se por um processo



inflamatdrio decorrente da agressdo produzida pelo ato cirdrgico, que diminuiu
paulatinamente. No grupo de avaliagdo mais longo (16 semanas), a formagdo
fibrobléstica foi substituida por lamelas Osseas, que se uniram na regido central do
cimento, com formagdo de camada cortical delgada e um esboco de canal medular.
N&o foi observado crescimento 0sseo através dos poros da resina, mas apenas em sua
superficie, com os poros sofrendo compactacdo progressiva, ndo havendo fagocitose
do material, presenca de células gigantes do tipo corpo estranho e qualquer grau de
toxicidade do material.

KHARMANDAY AN (1997) estudou a interface entre 0 0sso e 0 pino
de poliuretana em ossos de coelho, referindo auséncia de crescimento 6sseo no
interior e na superficie do implante. Destacou sua biocompatibilidade, com auséncia
de fendmenos reacionais.

FRASCINO (1998) estudou o implante da resina de mamona em falhas
Osseas produzidas na caota craniana de coelhos. As avaliagbes macroscopicas,
radiologicas e histologicas dos defeitos dos animais do grupo controle mostraram
reparacdo por tecido cicatricial, com formagdo de uma membrana fibrosa no local. Os
animais que receberam o polimero apresentaram, as 6 semanas, formagdo de 0sso
novo reparando o defeito em suas extremidades. A partir deste periodo, observou-se
uma fragmentagéo irregular e progressiva da resina implantada, acompanhada de
deslocamento de seus fragmentos nos casos mais tardios, permitindo a ocorréncia de
osteogénese e osteoconducdo, com 0sso novo reparando satisfatoriamente as falhas
produzidas. Para o autor, os implantes exerceram um “efeito membrana’ nos leitos de
implantac8o, isolando a &ea de implantacdo e permitindo o crescimento, cujo
processo foi denominado osteopromocgdo. N&o foi evidenciada atividade fagocitaria,
com os implantes ndo sendo incorporados até 24 semanas, embora tenha sido
considerada a possibilidade da ocorréncia de degradacdo metabdlica dos implantes.
N&o foram observados fenbmenos téxicos, nem propriedades osteoindutoras nos
implantes.

RAMALHO (1998) utilizou o implante de polimero em mandibula de
ratos, verificando biocompatibilidade, formacdo de o0sso novo e auséncia de

osteoinducéo.



2.3. Biocompatibilidade e Resposta I nflamatoria

Um material € biocompativel quando, em contato com o tecido vivo,
ndo interage negativamente com o sistema de defesa do hospedeiro, ndo é toxico aos
tecidos vizinhos, ndo € carcinogénico, ndo causa hemdlise ou destruicdo das células
sangliineas e ndo libera substéncias nocivas que possam afetar outros Orgaos
(IGNACIO, 1995).

Todos estes fatores podem estar relacionados com o desencadeamento
de uma resposta inflamatéria, mas € importante ressaltar que uma pequena
inflamagdo pode ser considerada benéfica, principamente quando a reabsorcéo do
material é desgjada (PELUSO et d., 1994).

COSTA et a. (1992) testaram a biocompatibilidade da poliuretana de
mamona colocada em tubos de polietileno, implantados no dorso de ratos. O material
promoveu moderada reacdo inflamat6ria com predominio de células mononucleares,
novos vasos sanguineos e degradacdo do colageno. Com o decorrer do tempo, foi
notada regressdo dos eventos inflamatérios e reparacdo junto a abertura dos tubos.
Aos 30 e 60 dias, um tecido conjuntivo fibroso denso, com caracteristicas
histol 6gicas de normalidade envolvia o tubo de polietileno.

OHARA et al. (1995); IGNACIO (1995); VILARINHO et al. (1996);
CARVALHO et a. (1997) e KHARMANDAYAN (1997) concluiram que a
poliuretana derivado do 6leo da mamona, com e sem calcio, comporta-se como um
material biocompativel. E a biocompatibilidade da poliuretana derivada da mamona
pode ser explicada pela alta pureza de sua constituicdo (CHIERICE, 1994), ndo
contendo solventes, detritos, estabilizadores e produtos de degradacéo, responsaveis
por respostas organicas adversas (MARCHANT et a., 1986).

MARCHANT et a. (1986) consideraram a interagdo de leucdcitos
com biomateriais um fator crucial na determinacéo da biocompatibilidade, j& que em
funco dessa interagdo, os leucdcitos seriam hébeis para liberar ou estimular muitos
mediadores responsdveis pela intensidade e duracdo da resposta inflamatéria
Sugerem ainda que esses eventos podem ser variaveis em fungcdo da quimica e
superficie do polimero.

ZHAO et a. (1990) concluiram que a interacdo celular na interface



tecido-biomaterial € um dos fatores mais importantes para determinar a
bioestabilidade e, conseqlentemente, biocompatibilidade. Ja SAAD et a. (1996)
destacaram a interacdo celular, em particular a resposta inflamatéria e a
citotoxicidade aos provaveis produtos de metabolizagdo, como 0s mais importantes
fatores determinantes da biocompatibilidade de biomateriais.

Entre os fagdcitos, os macrofagos tém atraido maior atencdo nas
pesquisas biomédicas, por possuirem vida longa e preferencial aderéncia por
biomateriais (ANDERSON e MILLER, 1984; MARCHANT et al., 1986; ZHAO et
al., 1990), e acredita-se que sdo responsaveis pela metabolizacdo de polimeros in vivo
(ZHAO et d., 1990; PELUSO et al., 1994).

Cédlulas fagociticas, como o0 macréfago, atuam por adesio e
propagacdo sobre a superficie de um implante polimérico. Como os macréfagos séo
muito peguenos em relacdo a superficie do polimero, fundem-se, dando origem a
células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho, na tentativa de digerir e
degradar o material estranho (SUTTON e WEISS, 1966; MARCHANT et al., 1986).

OHARA et a. (1995) estudaram a biocompatibilidade da poliuretana de
mamona em coelhos. O corpo-de-prova em forma de gel foi implantado intra-
articularmente no joelho esquerdo e o calcificado, em forma de cilindro de 0,5 cm, no
condilo medial do joelho direito. Os autores concluiram que aresina ndo é toxica, ndo
produz reacdo inflamatoria tardia da membrana sinovial, nem crescimento bacteriano
nas culturas do liquido sinovial e, quando implantada no osso, foi revestida por uma
fina capsula fibrosa, sem infiltrado inflamatério e, em aguns pontos, houve
crescimento 0sseo em intimo contato com o polimero de mamona. Ndo houve
crescimento 6sseo no interior dos poros dos implantes e estes ndo sofreram
reabsor¢do. Os implantes permaneceram no interior do tecido 6sseo e ndo foram
expostos as forgas musculares ou trauma. Assim sendo, 0s autores advertiram que 0s
resultados do estudo ndo podem ser extrapolados para casos em que se faz uso do
polimero em préteses ortopédicas submetidas a carga mecanica ou em areas de agdo

muscular.



2.4. Osteoconducao na Regener acio Ossea

O termo osteoconducdo aplicase a0 processo observado quando
estruturas porosas sdo implantadas no 0sso ou adjacentes a ele. Capilares, tecidos
perivasculares e células osteoprogenitoras migram entre 0S espagos pPorosos e
incorporam esta estrutura como novo 0sso formado. O processo € caracterizado por
um crescimento inicial de tecido fibrovascular que invade a estrutura porosa, o qual é
seguido por uma deposicdo de 0sso novo diretamente sobre ela. O inicio do processo
ndo depende da presenca da estrutura porosa e 0 substrato osteocondutor age como
um arcabougo passivo cuja presenca direciona o crescimento interno de 0sso e de
tecido fibrovascular (CORNELL e LANE, 1998).

O entendimento atual de osteocondugdo sugere que 0 processo requer
porosidade e segue 0s mesmos principios observados durante o reparo da fratura e
remodelagdo Gssea. A adta concentragdo de CaPO, ao redor do implante
osteocondutor estimula a deposi¢cao de 0sso novo ou cristais de CaPOy, por estimular
a reabsor¢do osteoclastica do implante. A ativacdo da reabsorcdo osteocléstica
estimula a formacdo osteobléstica de 0sso novo, através de um processo de
reabsor¢do/formagdo 6sseas (CORNELL e LANE, 1998).

O implante precisa ser mecanicamente estavel, com micromovimentos
minimos e sem formar saliéncias ou reentrancias com o 0sso. E incorreto considerar a
osteocondugcdo como um processo puramente passivo. A porosidade e a estrutura
guimica sdo importantes, pois uma superficie de fosfato de calcio que pode ser
remodelada favorece o0 crescimento 0sseo para o implante. A presenca de colageno
aumenta a cristalizacdo e permite a ligacdo de proteinas ndo colagenas e fatores de
crescimento (RIPAMONTI, 1991).

Biomateriais tém sido desenvolvidos na forma de membrana com a
finalidade de promover a “regeneracdo tecidua orientada’, ou sgja, a membrana €
posicionada abaixo do tecido mole e em contato com as bordas do defeito 6sseo,
permitindo a osteogénese em um ambiente isolado, excluindo células competitivas do
tecido epitelial e conjuntivo (DAHLIN et al., 1989; CAFFESSE e BECKER, 1991).
Esta técnica geramente € associada a materiais de enxertia 6ssea na forma de
granulos ou blocos (SCHLIEPHAKE et d., 1994).
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CORNELL e LANE (1998) observaram que, para ocorrer a
osteoconducdo no interior de sua arquitetura, o implante deve apresentar poros com
interconexdes em sua estrutura trabecular e permitir o crescimento interno dos tecidos
vizinhos. Observaram também que a osteocondugdo parece ser potencializada nos
materiais que ndo somente apresentam estrutura fisica similar a do 0sso, como
também composi ¢do quimica semelhante a do tecido Gsseo.

Com respeito a interface implante/hospedeiro, a formagéo de uma
cdpsula fibrosa circundando o implante, de acordo com WEISS (1986), deveria
ocorrer preferencialmente somente nas fases iniciais de sua aplicacéo. Quando ocorre
reacdo fibrosa ao invés de proliferacdo celular osteoblastica, pode significar
instabilidade mecanica ou rejei¢do bioldgica (HOLMES et a., 1986).

2.5. Aplicacdes da M edula Ossea Osteogénica

A osteogenicidade da medula 6ssea devese as células
osteoprogenitoras do estroma (ASHTON et al., 1980), que, segundo TAKAGI e
URIST (1982), contém dois tipos celulares. as células precursoras ésseas
determinadas (DOPC) e as céulas precursoras Osseas indutiveis (IOPC), por
necessitarem de fator indutivel antes de determinar atividade osteogénica.

Para BURWELL (1985), DOPC é uma célula diferenciada para linha
produtora de 0sso, presente apenas no estroma da medula e superficie 6ssea, enquanto
IOPC é uma célula mesenquimal indiferenciada, stem cell, existente em todos os
tecidos conjuntivos, e que responde a um estimulo local produzindo 0sso, como o que
ocorre em fraturas e enxertos 0sseos. Portanto, no processo de reparacdo 6ssea,
células presentes na medula desempenham um papel importante na osteogénese ou
fagocitose, dependendo das condi¢des do meio.

Considerando que a reparacdo 6ssea € um processo dependente de
resposta celular, a medula deve ser considerada como a fonte mais produtiva de
células que influenciam a osteogénese. Além disso, quando usada por via percutanea,
o fendbmeno acontece de forma precoce, com maior intensidade na primeira e segunda

semanas apoés a enxertia (BARROS, 2000).
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OLIVEIRA et a. (2000) avaliaram 0 uso da matriz 6ssea homdloga
desmineralizada associada a medula Ossea autdgena no preenchimento de falhas
segmentares em radio de coelhos e concluiram que houve aumento da capacidade de
reparacdo com a associagdo das células do estroma medular.

Em pacientes portadores de sarcomas 0sseos e sob quimioterapia com
potentes inibidores da cura da fratura, injegdes percutaneas de medula éssea feitas
apos resseccao em bloco da neoplasia e conseqliente desenvolvimento de ndo-uniéo,
mostraram ser de valor potencial (HEALEY et al., 1990). Segundo WERNTZ et al.
(1996), isto demonstra que ndo é necessario ter 0sso traumatizado fresco com
liberacdo de substancias indutivas, uma vez que a medula possui suficiente

capacidade osteogénica para formagao dssea.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa, em 36 coelhos da raca Nova Zelandia brancos, com
idade entre cinco e seis meses e peso entre 3 e 4 kg. O protocol o anestésico consistiu
de medicacdo pré-anestésica com acepromazina® (0,2 mg/kg V) e anestesia
dissociativa com tiletamina/zolazepan® (15 mg/kg 1V). Cada coelho recebeu
penicilina benzatina® (40.000 Ul/kg IM) no momento da medicacdo pré-anestésica.
Apbs a cirurgia, os animais foram alojados em gaiolas individuais e receberam racéo
comercial® e &gua a vontade.

Foram utilizados “kits’ estéreis, que continham uma ampola com o
pré-polimero, uma ampola com o poliol e uma embalagem pléstica contendo o
carbonato de célcio (Figura 3). Para a preparacéo do polimero, o carbonato de calcio
e 0 conteldo da ampola de pré-polimero foram colocados em cuba de vidro e
misturados com espatula estéril. A ampola de poliol derivado do 6leo de mamona foi
adicionada e a mistura foi homogeneizada por cerca de 5 a 8 minutos. A reagcdo de
polimerizagdo da resina ocorreu em torno de 20 minutos.

O polimero preparado com 40% de carbonato de calcio permitiu a
confecgcdo dos cilindros (Figura 4), com dimensbes semelhantes as das falhas, que

foram esterilizados em autoclave (120°C e 1,5 atm) e posteriormente implantados nas

! Acepran 1%, Univet.

2 7Zoletil, Virbac SA.

3 Benzetacil, Wyeth.

* Raggo Coelhil “R”, Socil.
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falhas. Um gjuste adequado e a aproximagdo da musculatura mantiveram o polimero
no lugar tornando desnecessario 0 uso de fixagao interna ou externa.

A medula 6ssea foi obtida por aspiracdo percutanea da crista iliaca dos
coelhos durante o procedimento cirdrgico de implantacéo do polimero. A agulha para
puncdo de medula éssea foi inserida na crista iliaca posterior e rotacionada
cuidadosamente até a cavidade medular. O mandril foi removido e a medula 6ssea foi
aspirada com o auxilio de uma seringa de 20 ml, heparinizada’, permitindo a coleta
de cerca de 1,0 ml, que foi colocado sobre o implante, jA no leito receptor,
impregnando-o totalmente, imediatamente apds a coleta.

A falha Gssea foi criada cirurgicamente, em ambos os radios, pela
remocdo de um segmento osteoperiosteal em todo o seu didmetro, com 1,5 cm de
comprimento, localizado a 2,5 centimetros da articulagdo rédio-carpica, por
intermédio de serra elétrica circular®, segundo técnica preconizada por HEIPLE et al.
(1963). A estabilizacdo do radio ndo foi necesséria devido a sinostose com aulna. As
extremidades da falha foram lavadas com solucéo fisioldgica e o tecido muscular e
subcutaneo foram aproximados com fio absorvivel” 3-0 e a sintese da pele foi feita
com fio inabsorvivel®.

Para avaliar o polimero vegetal extraido de 6leo de mamona na
reparacdo das falhas Osseas, foram utilizados 15 coelhos, humerados de 1 a 15,
separados em trés grupos experimentais iguais (P, P, e P3) e para o polimero
associado & medula éssea autdgena foram utilizados 15 coelhos, numerados de 16 a
30, também separados em trés grupos experimentais iguais (M1, M, e M3). Todos os
animais foram sacrificados e o material para exames macro e microscopicos dos

membros operados foram colhidos, conforme a Figura 1:

® Heparina 5.000U1/ml, Ariston.

® Regular double cutting (22,22mmx0,6mm) Dentorium New York — NY.
’ Catgut cromado, Brasmédica SA.

& Nylon cirtrgico, Farma Brasileira.
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Dial 21 dias 42 dias 63 dias

CIRURGIAS ! ! !
V 5 coelhos (Py) 5 coelhos (Py) 5 coelhos (Ps)

5 coelhos (M) 5 coelhos (M») 5 coelhos (M3)

Figura 1. Epocas de sacrificio dos animais dos seis grupos em relag3o s cirurgias.

A faha criada no radio esguerdo ndo recebeu qualquer tipo de
implante, constituindo-se grupo controle.

Para avaliar a capacidade osteoindutora e a biocompatibilidade do
polimero sem influéncia do foco de fratura, seis coelhos, sob 0s mesmos cuidados
anestésicos e de anti-sepsia, apds incisdo abdominal mediana, receberam implantes
no musculo reto abdominal (sitio heterotdpico). Cada coelho recebeu seis fragmentos
de polimero, nas dimensbes 0,5 X 0,5 X 0,2 cm. Em trés coelhos, os fragmentos
foram embebidos em medula Gssea autdgena, recém colhida e nos outros trés néo

houve embebicdo (Figura 2).

Fragmentos do polimero

!

Abddbmen ——

!
=2
[]
[]

O O

Figura 2. Diagrama representando a implantacdo dos fragmentos de polimero no
abdémen de cada um dos coelhos e épocas de coleta para exames

mi croscopi cos.
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O tecido mole adjacente e dois polimeros implantados em sitio
heterotopico em cada um dos seis coelhos foram coletados as 2, 4 e 6 semanas,
respectivamente, processados histologicamente e examinados. No polimero, sob
microscopia de fluorescéncia, foi avaliada a marcacdo pela tetraciclina’, que foi
aplicada por trés dias consecutivos, ha dosagem de 30 miligramas por quilo de peso
corporal, por trés dias consecutivos, até 48 horas antes da coleta. A microscopia de
luz, foi observada a presenca de tecido ostedide ou 0Sso hovo.

Para avaliagdo histolégica do tecido mole ao redor do polimero
processado, foram considerados o infiltrado celular (celularidade e tipo de células) e
presenca ou ndo de lesdo tissular (necrose).

A avdiacio radiogréfica foi realizada em radiografias convencionais'®,
obtidas na incidéncia mediolateral dos membros tratados e controle, realizadas no dia
1 (dia da enxertia) e nos dias 7, 15, 42 e 63 ap0s as cirurgias. Foram avaliadas a
interface osso/implante, a presenca de calo e 0 comportamento do polimero nafaha.

No tempo previsto em cada grupo, os animais foram sacrificados com dose
letal de anestésico e as regides operadas foram avaliadas macroscopicamente, nos
cinco coelhos, objetivando detectar a presenca de tecido fibroso e aderéncia ao tecido
mole, presenca de o0sso na falha e o comportamento do polimero e do membro
controle.

A rotina histologica foi realizada em trés pares de 0ssos, em trés animais de
cada grupo experimental. Apos fixacdo em formol 10% tamponado, os fragmentos
0sseos foram descalcificados, incluidos em resina acrilica e submetidos a cortes
longitudinais, envolvendo a area de enxertia e tecido 6sseo remanescente proximal e
distal, que foi corado por hematoxilina/eosinag, azul de toluidina/borato de sodio e
examinados a microscopia de luz.

Foram avaliados a integridade do implante, presenca de 0sso novo formado,
presenca de reacdo fibrovascular e tipo de tecido na transi¢éo implante/osso.

Para 0 exame da marcac&o do crescimento 6sseo pela fluorescéncia da

tetraciclina, dois coelhos dos grupos P e M e subgrupos receberam 30 miligramas de

® Terramicinainjetavel, Pfizer Ltda. Rio de Janeiro, RJ.
19 Filme 18x24. IBF-Medix.
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tetraciclina por quilo de peso corporal por trés dias consecutivos. A mesma aplicagéo
foi repetida apés o intervalo de uma semana. Os coelhos foram sacrificados 48 horas
apos a Uultima aplicacdo, a &ea de implantacdo foi coletada e o materia foi
processado segundo técnica preconizada por VOLPON (1985).

17



Figura3. “Kit” estéril, contendo uma ampola com o pré-polimero, uma ampola com o
poliol, uma embalagem pléastica contendo o carbonato de célcio e uma
espatula de madeira.

Figura4. A. Cilindros de polimero, preparados com 40% de carbonato de célcio, com
as dimensdes semelhantes as das falhas Osseas. B (100X). Aspecto
microscopico do polimero, a microscopia de fluorescéncia, evidenciando a
formagéo porosa. C (400X). Detalhe de B (quadrado).
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliagao radiogréfica

A avaliacdo radiogréfica do polimero, no pés-operatério imediato, em
todos os grupos, demonstrou aspecto homogéneo e poroso, porém com menor
radiopacidade em relagdo a estrutura 0ssea receptora (Figura 5 A).  Ja nos membros
controle, a imagem da &rea de osteotomia definia a falha 6ssea sem preenchimento
(Figura5 B).

Na primeira e segunda semanas, 0s membros que atuaram como grupo
controle da pesquisa, na quase totalidade das radiografias, demonstraram pontos
radiopacos na extremidade das falhas e distribuidos de forma irregular e escassa. Nas
semanas seguintes (6 e 9), os pontos de radiopacidade ficaram mais visiveis,
ocupando uma area maior, predominantemente nas por¢cdes mais periféricas da falha,
caracterizando atividade osteogénica nas linhas de osteotomia. O aspecto radiografico
era de tecido 6sse0 maduro, com esclerose Ossea e reabsor¢cdo e concomitante
proliferacéo nas bordas da falha. Em quatro coelhos (27%) observou-se desvio dos
fragmentos proximal e distal do réadio.

Na avaliaco radiografica dos 0ssos que receberam o implante do
polimero sem concomitante aplicacdo de medula dssea (grupo P), foram observadas
areas irregulares de radiopacidade sobre o polimero e ocupando o defeito em suas
porcdes periféricas as 3 semanas (Figura 6). Em 100% dos animais, a interface
polimero/osso receptor encontrava-se radiotransparente nas radiografias iniciais e foi
ganhando radiopacidade nas avaliagdes posteriores; as &reas de proliferacéo Ossea
foram mais intensas a partir do peridsteo receptor distal (Figura 7), sendo fregiente a
participacdo do periésteo da ulna, o que conferia aumento da radiopacidade local,

principalmente, quando pode ser observado deslocamento do implante (Figura 8).
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N&o foram observados reabsor¢éo das extremidades receptoras do implante ou desvio
dos fragmentos Gsseos.

A avaliacBo dos ossos que receberam o implante do polimero
associado a medula éssea (grupo M) demonstrou um padréo de radiopacidade mais
intenso, maisregular e mais precoce, quando comparado ao grupo P. Estas condicdes
foram progressivas em relagcdo ao tempo, observando-se focos de radiopacidade sobre
o polimero e em sua superficie e proliferacdo periosteal, significativamente maior a
partir do periésteo que revestia o fragmento distal do rédio (Figuras 9 e 10). A partir
da segunda semana, o periosteo da ulna apresentou-se mais radiopaco sob o polimero
em 80% dos animais e quando foi detectado deslocamento do implante em
radiografias subsequentes, estes pontos de radiopacidade ficaram mais evidentes e
podem ter contribuido para o deslocamento.

Em um coelho do grupo M, a partir da primeira semana, foram
observados pontos de radiopacidade no polimero e ao seu redor, que evoluiram com o
decorrer do tempo, com a interface permanecendo radioluscente até a terceira
semana. Na sexta semana havia continuidade da radiopacidade na regido da interface
e na nona semana havia continuidade de uma linha semelhante a cortical, entre 0 0sso
receptor e o implante, tanto proxima quanto distal, formando uma imagem

semelhante aum canal medular (Figurall A aD).
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Figura 5. A. Radiografia pds-operatéria imediata do radio operado, demonstrando aspecto
homogéneo e poroso do polimero, porém com menor radiodensidade em relacéo
a estrutura Ossea receptora. B. Membro controle, demonstrando
radiotransparénciatotal da area dafaha 6ssea.

Figura 6. Radiografia da falha 6ssea de animal do grupo P, &s trés semanas. Areas
irregulares de radiopacidade ocupando o defeito em suas porcoes
periféricas e naregido do polimero.
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Figura 7. Radiografias A, B e C, as 3, 6 e 9 semanas, respectivamente, de um animal do
Grupo P. Interface polimero/osso receptor radiotransparente (seta) e areas de
radiopacidade mais intensas a partir do peridsteo receptor distal (d).

Figura 8. Radiografia da area operada, as 9 semanas de um animal do grupo P.
Participacdo do peridsteo da ulna, conferindo radiopacidade local €
deslocamento do implante (setas). Proliferacdo 0ssea a partir do peridsteo
distal (d).
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Figura 9. Radiografia da area operada de animal do grupo M, as seis semanas. Focos
de radiopacidade naregido do polimero e proliferacéo periosteal (setas azuis)
proximal e distal (d), area de esclerose distal (setavermelha).

Figura 10. Radiografias da area operada, de animal do grupo M. A, 3 semanase B, 6
semanas. Padréo de radiopacidade progressivo em relacédo ao tempo,
observando-se &reas radiopacas na regido do polimero e proliferacdo
periosteal, a partir dos peridsteos dos fragmentos proximal e distal (d) do
rédio.

23



Figura 11. Radiografia da regido operada, coelho nimero 4, grupo M.
Radiopacidade na regido do polimero (A, primeira semana), que se
tornou mais intensa em radiografias seriadas (B, C e D, 3, 6 e 9
semanas, respectivamente).
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4.2. Avaliacdo macroscopica

Nos radios controle, tanto no grupo P quanto no M, foi possivel
identificar aregido dafalha em todos os espécimes. O tecido que preenchia parcial ou
totalmente a falha tinha aspecto de tecido fibroso ou ésseo.

No radios controle e nos que receberam implantes, foi observada a
presenca de tecido fibroso envolvendo a érea de implantagdo, e a quantidade deste
tecido diminuiu dentro dos grupos com o tempo de avaliagdo. N&o houve formagao
de aderéncias ao tecido adjacente e em 94% dos espécimes o polimero encontrava-se
naregido de implantacéo.

4.3. Avaliacdo microscopica

4.3.1. Grupo Controle

Na quase totalidade dos radios controle, observou-se atividade
osteogénica nas linhas de osteotomia, com discreta formacdo dssea. Com a
progressao do tempo, as bordas do defeito apresentaram tecido 6sseo maduro.

Foi observada presenca de fibroplasia progressiva na area da falha,
associada a tecido 6sseo imaturo com presenca de fibroblastos e coldgeno, mais
abundantes quanto mais tardia era a avaliagdo. A reparagdo completa da falha,

guando presente, aconteceu de forma desorganizada.

4.3.2. Grupo P
O polimero estava integro nos animais deste grupo, aos 21 dias (Py).
Apresentava-se com poros de varios tamanhos, envolto por tecido fibroso, com
infiltrado inflamatério moderado, sem indicios de reabsor¢cdo e com transicéo
implante-0sso relativamente bem gjustada. Em alguns espécimes, entre o tecido 6sseo
e o material implantado foi observada moderada faixa de tecido conjuntivo, exibindo
feixes de fibras colagenas e crescimento 6sseo imaturo (Figura 12). Na totalidade das
amostras foi observada reacdo proliferativa a partir do peridsteo receptor.
Aos 42 dias (P,) o crescimento 6sseo observado foi discreto erestrito a
areas periféricas e ao peridsteo da ulna sob o polimero, havendo algum crescimento

pelos poros do implante. Houve presenca de tecido 0sseo novo proliferando
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principalmente a partir do periésteo e neovascularizacdo e células gigantes
multinucleadas (Figura 13 B).

Aos 63 dias (Ps) observou-se progressdo da proliferacdo Ossea sobre e
entre os poros do polimero implantado, principalmente a partir dos fragmentos
receptores. Foram observados pontos de calcificagdo na superficie e interior do
polimero, nos cortes longitudinais superficiais. Ndo foi observada reagdo inflamatéria
na area do implante, nem sinais de reabsorcdo do polimero. Observou-se o
envolvimento do polimero por tecido fibroso (Figura 13 A), com preenchimento dos
poros superficiais por tecido fibroso e 6sseo e a presenca de neovascul arizagao.

No exame da marcagdo Ossea pela fluorescéncia da tetraciclina, foram
observadas pequenas &eas de fluorescéncia préximas ao peridsteo receptor,

caracterizando 0sso imaturo (Figura 14).

4.3.3. Grupo M

Nas avaliagdes seriadas (M1, M, e M3), ha maioria das amostras foi
observada fibroplasia moderada na transi¢éo implante-osso com pontos de formacéo
Ossea. Em todas as amostras observou-se formagdo dssea com tendéncia a recobrir
toda afalhaapartir de suas bordas e sobre o implante.

A formagao de 0sso novo, em todas as amostras, ocorreu principa mente
a partir do periosteo do radio receptor e do peridsteo da ulna. A formag&o observada
sobre o implante aconteceu a partir de brotos de tecido 6sseo (Figura1l7 A e B).

A superficie do polimero estava mais compacta nas observacdes
seriadas e em aguns espécimes foi observada permeacdo do implante por trabéculas
Osseas e tecido fibrovascular.

Foi observada fibroplasia variavel (leve a moderada) na transi¢céo
implante-0sso, nas areas em que ndo foi evidenciado crescimento dsseo.

A fluorescéncia da tetraciclina evidenciou formagdo de tecido Gsseo
imaturo, principalmente nas extremidades do peridsteo distal e brotos isolados de
formacdo de osso novo, com tendéncia a formar anéis concéntricos, caracterizando
Osteons primérios (Figuras 15 e 16). Ficou evidenciada a formac&o 6ssea ao redor do

polimero.

26



4.3.4. Polimer o implantado na regido abdominal

4.3.4.1. Polimeroisolado

Nas observagcOes iniciais foi identificado discreto processo
inflamatdrio na periferia do polimero, que estava ausente nas observacoes
subseqlientes e envolvido por tecido fibroso.

Ao exame da marcacdo do crescimento 0sseo pela tetraciclina, ndo

foram observadas areas de fluorescéncia.

4.3.4.2. Polimer o associado a medula 0ssea

Nas observagles iniciais foi identificado processo inflamatério agudo
envolvendo o polimero, que estava ausente nas observagdes subseqiientes. Também
ocorreu neovascularizagdo e proliferacdo fibroblastica, com tecido conjuntivo fibroso
envolvendo o polimero (Figura 13 C) e pelos poros do polimero (Figura 13 D). No
interior do implante ndo havia células inflamatdrias, somente grupos de hemacias em
diferentes graus de degeneracéo

Ao exame de marcacdo do crescimento 6sseo pela tetraciclina, ndo

foram observadas areas de fluorescéncia.
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Figura 12. Interface polimero(P) /tecido dsseo (O). Proliferacdo do tecido conjuntivo
fibroso (setas pretas) e crescimento 6sseo imaturo (setas brancas), linha
de cimentacdo (seta vermelha), tecido conjuntivo fibroso sobre o

polimero (setas azuis). Grupo P, azul de toluidina, 400X. Grupo P aos 21
dias.
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Figura 13. A. Polimero (P) envolvido por tecido fibroso (setas). Grupo P, 63 dias
apos a implantagdo. Azul de toluidina/borato de sodio. 200X. B. Células
gigantes multinucleadas (circulos) nas proximidades do polimero
implantado no rédio. Grupo P, 42 dias, Azul de toluidina/lborato de sodio.
400X. C e D. Polimero associado a medula, implantado na regido
abdominal. Tecido conjuntivo fibroso (seta preta) envolvendo a periferia do
polimero (P), formag&o de vasos novos (seta branca). HE, 200X. D. Tecido
conjuntivo fibroso nos poros do polimero (setas). HE, 200X.
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Figura 14. A. Interface polimero/tecido Gsseo receptor (P/O), evidenciando reacdo de
fluorescéncia com Gsteons imaturos (setas azuis) a partir do receptor e em contato
com o polimero (setas brancas). Lacunas osteociticas (setas vermel has).

B. Detalhe da areade A em destaque (quadrado). Animal do grupo P aos 63 dias.
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Figura 15. A e B. Fotomicrografias de fluorescéncia. Interface polimero (p) e 0sso

receptor (or) evidenciando fluorescéncia na regido de contato,
caracterizando tecido ésseo imaturo, com tendéncia a formagdo de
Osteons (setas azuis). Pontos brancos caracterizam lacunas osteociticas
(seta vermelha). C. Extremidade do osso receptor (or) demonstrando
crescimento 0sseo imaturo com tendéncia a formagdo de dsteons (seta
azul). Fluorescéncia no peridsteo fibroso (seta verde). D. Fotografia da
extremidade do 0sso receptor demonstrando crescimento 6sseo imaturo
com tendéncia a formagédo de dsteons (seta azul) e lacunas osteociticas
(setas vermelhas). E. Regido de interface caracterizando crescimento
0sseo0 imaturo. Lacunas osteociticas (setas vermelhas), dsteons imaturos
(setas azuis), Gsteons maduros (seta magenta). F. Aspecto do 0sso
receptor (or) em corte transversal, evidenciando fluorescéncia no
peridsteo (seta verde), no endosteo (seta turquesa) e na extremidade

receptora (seta azul). Espécimes do Grupo M.
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Figura 16. A. e B. Interface osso receptor (or) e polimero (p). Aspecto da formacéo 0ssea
a0 redor do polimero (setas azuis). Poros do polimero (setas vermelhas).
Fluorescéncia do peridsteo receptor (setaverde). Grupo M.
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Figura 17. A. Formacdo de 0sso novo a partir do periésteo do rédio receptor (R).
Formagéo OGssea imatura sobre o implante (seta preta) e a partir de brotos
de tecido Osseo/cartilaginoso (seta vermelha). Tecido conjuntivo fibroso
(seta branca). Grupo M, 21 dias apés a implantacdo. Azul de
toluidina/borato de sodio 10X. B. Maior aumento da area em destaque
(40X).



5. DISCUSSAO

De maneira gera, as observagBes macroscopicas e histologicas
demonstraram que a poliuretana vegetal utilizada foi biocompativel no periodo de
avaliagdo do experimento. Apesar da presenca de cdpsula fibrosa e células gigantes
a0 redor do implante, ndo foram observados fendmenos reacionais adversos, assim
como relataram COSTA et al. (1992), RAMALHO (1998), OHARA et a. (1995),
IGNACIO (1995), KHARMANDAY AN (1997) e CARVALHO et al. (1997).

Os resultados foram semelhantes aos observados por OHARA et al.
(1995), que redlizaram a aplicacdo deste produto intra-6sseo e intra-articularmente em
coelhos, e ndo observaram reacdo inflamatéria tardia ou reacBes aérgicas.
Provavelmente, nos periodos tardios, a fina cdpsula fibrosa que revestia os implantes
foi capaz de isol&lo, o que histologicamente traduziu-se por auséncia de infiltrado
inflamatorio.

O processo inflamatério observado, tanto no abdémen quanto na
regido da falha Ossea, foi mais intenso nos periodos iniciais, provavelmente como
conseqiiéncia da agressdo cirdrgica, concordando com IGNACIO (1995).

A partir da sexta semana, houve diminuicdo acentuada do processo
inflamatorio, estando ausente &s nove semanas. Da mesma forma, IGNACIO (1995) e
OHARA et al. (1995) observaram, por meio de andise histologica de leitos
receptores diferentes, uma cinética de leucdécitos para o sitio inflamatério semelhante
a observada neste experimento. Inicialmente notou-se reacdo inflamatoria aguda, com
o predominio de neutrdfilos; posteriormente, um leve infiltrado inflamatério com o
predominio de mononucleares e no fina, 0 desaparecimento do processo

inflamatorio.



Os polimeros e seus produtos de degradacdo, como resultado de sua
composicao quimica e morfologia superficial, podem influenciar diferentemente a
guimiotaxia de leucdcitos para o sitio inflamatério e afetar significantemente a
diferenciacdo morfoldgica e ativagdo macrofagica (PELUSO et al., 1994; SAAD et
al., 1996). Como a quimiotaxia é mediada, dentre outros, por fatores integrantes do
processo inflamatorio, a interacdo dos leucdcitos com o material é determinante da
intensidade e duracéo da resposta inflamatéria e, portanto, pode ser responsavel pela
sustentagdo deste processo, 0 que ndo foi observado as nove semanas neste
experimento.

As células gigantes multinucleadas observadas neste experimento
também foram descritas por VILARINHO et al. (1996) em implantes colocados na
camara anterior do olho de camundongos. Entretanto, nenhum sinal de reacéo ao
implante de polimero de mamona foi descrito por outros autores.

SAAD et al. (1996) citaram gque a reacdo do tipo corpo estranho, assim
como a ativagdo de macrofagos, € consequiéncia da fagocitose de produtos toxicos
resultante da metabolizacdo do implante. Mas também pode ser creditada a uma
tentativa do organismo em remover o material implantado, induzindo o recrutamento
de macroéfagos.

Os aspectos microscopicos e radiol dgicos dos implantes evidenciaram
a manutencdo da integridade do polimero, sem indicios de reabsor¢éo nas diversas
etapas da pesquisa, inferindo auséncia de metabolizacdo. Como a biocompatibilidade
do polimero depende do equilibrio entre a degradacdo associada a ativacdo de
macrofagos e a persisténcia da reacdo do tipo corpo estranho, o ideal € que o implante
se comporte como material inerte, sem causar qualquer reacdo inflamatéria, conforme
recomendaram ANDERSON & MILLER (1984), ZHAO et a. (1990) e REMES e
WILLIAMS (1992).

Em reaces de polimerizagdo, a presenca de mondmeros residuais
livres pos-reacdo € relacionada diretamente a toxicidade desses polimeros, quando
utilizados como implantes (FLETCHER et al., 1983). O tipo de reacdo (poliol + pré-

polimero), utilizado na sintese do implante ora em avaliagdo, ndo permite “sobra” de
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radicais pela sua prépria origem nd monomeérica (CLARO NETO, 1997), podendo
ser este um fator a menos no desenvolvimento de fenbmenos toxicos ou reacionais.

Apesar dos fabricantes do produto citarem suas propriedades
bacteriostética e bactericida, ndo foi observada nenhuma acdo sobre o crescimento de
microrganismos quando o cilindro de polimero foi depositado em frascos contendo
meio de cultura com bactérias.

A auséncia de desintegracdo e de reabsorcdo do polimero e das
extremidades Gsseas receptoras, ao contrario do que ocorreu nas extremidades das
falhas no grupo controle, sugere que o polimero atuou como um espagador. Além
disto, os resultados demonstram que o implante foi preenchido de maneira gradual
por tecido 6sseo novo, sem causar respostas adversas. Esta pesquisa ndo demonstrou
indicios de que o polimero é biodegradavel, mas que apresenta a funcéo de espagador
osteocondutor. Esta acdo também foi confirmada quando foi estabelecido no grupo
controle desvio de alinhamento dos fragmentos proximal e distal do radio da ordem
de 27%, que ndo foi observado no grupo tratado.

A preocupacdo com a resisténcia mecanica dos implantes de
substituicdo Ossea parece Obvia e tem sido uma constante, particularmente para
aplicagbes em 0ssos longos (SCHIMITT et a., 1989; DE CONTI, 1997). Nos
membros que receberam o implante, 0 material suportou bem as forgas mecéanicas
exercidas pela marcha do animal. Ao contrario, a auséncia do polimero na faha
criada no grupo controle predispds o desvio dos 0ssos receptores em 27% dos radios
operados. Também, segundo CLARO NETO (1997), a adicdo de carbonato de célcio
durante o processamento confere melhores padrbes de resisténcia e elasticidade em
relacdo ao tecido 6sseo.

E Obvia a afirmagdo de SPIESSL (1976) de que a auséncia de
movimentagdo e a pequena incidéncia de forgas mecénicas sdo fatores facilitadores
para a utilizacdo de implantes, sendo estas regifes mais favoraveis ao seu emprego.
Associe-se a esta informagdo o fato de que em 100% dos implantes o polimero n&o
foi reabsorvido, nem mostrou caracteristicas de desfiguracdo no local daimplantacéo.

Em alguns pontos ocorreu crescimento 6sseo em intimo contato com o

polimero de mamona, havendo crescimento no interior dos poros do implante e
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penetracdo por tecido fibroso de reparacdo. Internamente, como o polimero ndo
sofreu reabsorgéo, 0 0SSO NOVO Cresceu entre 0s Poros que se comunicavam.

Como radiogréfica e histologicamente foi observado que o implante
manteve a forma e dimensdes originais e, além disso, impediu a reabsor¢do do 0sso
receptor, pode ser inferido que isto provavelmente aconteceu pela manutencdo da
transmissao da carga mecanica através do 0sso receptor.

No presente estudo verificou-se que o polimero implantado orientou o
crescimento 6sseo pela sua superficie, principamente a partir do periosteo dos
fragmentos 6sseos receptores. Também ficou evidente a proliferacdo 0ssea a partir do
peridsteo da ulna. Nesta situacdo, o crescimento 6sseo ficou confinado abaixo do
implante, podendo ter participado do seu deslocamento do interior dafalha.

Nos estudos redlizados por OHARA (1995) em o0ssos longos,
CARVALHO et a. (1997) em cavidades alveolares e TEIXEIRA et a. (1995) em
mandibulas de ratos, utilizando o mesmo implante, mas sem adi¢cdo de carbonato de
célcio, ndo foram feitas observacOes referentes a resisténcia do material, ja que os
defeitos Osseos eram de natureza segmentar, ndo expondo 0s implantes a grande
stress mecanico. IGNACIO (1995) refere em seus achados que, apesar da ocorréncia
de angulacdo da resina em alguns segmentos, o material suportou bem as forgas
mecanicas exercidas pela marcha do animal, embora também tenha produzido falhas
Osseas de natureza segmentar. Em comunicacbes recentes, ARA (1998) relata
experiéncia clinica de 3 anos com 0 uso do polimero de mamona em fixacéo de
coluna vertebral e CAVALCA (1998), com proteses totais de quadril, ambos
destacando a boa resisténcia do material nestas aplicacdes, que também pbde ser
confirmada pel os resultados aqui obtidos.

A capacidade do polimero de suportar forcas mecanicas ja havia sido
comprovada por SCHIMITT et a. (1989) em casos de soltura de proteses em
humanos, e nessas condicles, acelerou a reparacdo Ossea secundaria e atuou como
veiculo para antibioticoterapia adjunta. De maneira semelhante, os poros do polimero
utilizado nesta pesguisa e sua higroscopia foram veiculos para a medula Ossea
associada aos implantes dos animais dos grupo M , que, da mesma maneira observada
por BARROS (2000) e comprovada pelos achados radiograficos e histolégicos,
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participou efetivamente como doadora de células para o processo osteogénico local,
conferindo maior reparacdo ao grupo M, quando comparado ao P.

Também foi evidente, em ambos 0s grupos, uma intensa
neovascularizacdo, que pode ter contribuido efetivamente para a reparagdo. Se o
polimero utilizado possui algum fator indutor vasculogénico, a metodologia
empregada ndo pode comprovar.

Na avaliacdo radiogréfica da interface enxerto/osso ao longo do tempo,
verificase uma delimitagcdo evidente, caracterizada por uma linha de baixa
radiodensidade, determinando a imagem de auséncia de osteointegracéo,
correspondendo, como confirmado pela microscopia de luz, a presenca de tecido
fibroso de reparacéo.

Histologicamente, em todos os implantes dos radios, foi observada a
presenca de tecido conjuntivo organizado e em contato com a superficie da
poliuretana. Este tecido penetrava superficialmente nos poros presentes na periferia
do implante, propiciando maior adesdo do cilindro aos 0ssos receptores. Pode-se
inferir que, de acordo com os resultados de IGNACIO (1995), esta formag&o
fibroblastica tende a ser substituida por lamelas 6sseas ao longo do tempo, como ele
observou as 16 semanas. Além disso, a presenca de coldgeno aumenta a cristalizacdo
e permite a ligacdo de proteinas ndo coldgenas e fatores de crescimento
(RIPAMONTI, 1991).

Os cortes histol 6gicos na regido da falha dos radios controle revelaram
faixas delgadas de tecido conjuntivo fibroso entremeada de camada de tecido 0sseo
novo. Radiograficamente, foi observada proliferacdo dssea a partir das extremidades
da falha, de forma irregular e incompleta, bem como reacdo osteogénica com
esclerose dssea nas extremidades da falha caracterizando maturidade do processo.

A observagdo de tecido conjuntivo fibroso na regido da faha e
entremeada a brotos de tecido 0sseo nos radios controle remete aos dados de
BOLANDER e BALIAN (1986), que relataram que falhas Osseas, deixadas sem
preenchimento, desenvolvem lamelas Osseas de regeneracdo de maneira anarquica,

com predominancia de tecido conjuntivo fibroso.
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De quaquer forma, os dados disponiveis permitem afirmar que ndo
ocorreu total incorporacéo dos implantes de polimero de mamona adicionado de 40%
de carbonato de célcio. CARVALHO et a. (1997) deram grande importéncia a
interface entre um material implantado e o tecido 6sseo adjacente, definindo o
conceito de osteointegracdo como uma interligacéo estrutural e funcional entre um
0ss0 organizado e o implante. Ainda no que diz respeito a interface, a formacdo de
uma cpsula fibrosa circundando o implante, de acordo com WEISS (1986), deveria
ocorrer preferencialmente somente nas fases iniciais de sua aplicagéo.

Nas amostras dos radios implantados nos radios nos animais,
observou-se neoformacdo 0ssea de maneira gradual e progressiva, porém mais intensa
e precoce naquel es que receberam o polimero associado a medula Gssea.

KHARMANDAY AN (1997) ndo relatou em seus estudos crescimento
0sseo trans-resina, mas, em ambos o0s grupos (P e M), pelas avaliagdes histoldgicas,
observou-se crescimento 6sseo pelos poros comunicantes e superficiais do implante,
assim como IGNACIO (1995) observou crescimento 6sseo sobre a superficie da
resina, que perdeu seu aspecto poroso, como se sofresse uma compactacdo
progressiva. Também, a semelhanca dos resultados obtidos por este autor, neste
estudo, radiograficamente, foi observada uma linha radioluscente, semelhante a
cortical 0ssea e peridsteo em um animal.

A importancia da porosidade dos implantes, nos fendmenos de
osteoconducdo, vem sendo destacada desde a introducdo das cerémicas e dos
polietilenos na substituicdo Gssea e, muitas vezes, € considerada pré-requisito para a
ocorréncia de crescimento 6sseo (HOLMES et a., 1986). Por outro lado, esta
porosidade continua sendo motivo de controvérsia, devido a grande diversidade
estrutural, no gque se refere a variagdo do didmetro dos poros e seu tamanho ideal
(JARCHO, 1981). Novos materiais, com uma estrutura porosa organizada, tém sido
desenvolvidos a fim de melhorar a osteointegracdo dos implantes (SMITH, 1998).

A poliuretana de mamona adicionada de calcio apresenta estrutura
porosa, mas pode-se afirmar que esta porosidade, conseqliente a sua expansdo no
processo de polimerizagdo, ndo representa um verdadeiro sistema canalicular de

poros intercomunicantes. No entanto, isto ndo representou impedimento ao fendmeno
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de osteoconducdo, com o polimero sustentando o0 crescimento 6sseo0 em sua
superficie e internamente, quando os poros se comunicavam. Ja para FRASCINO
(1998), o crescimento 6sseo ndo ocorreu pelos poros, mas de forma trans-resina
através da regido em que houve fragmentacdo do polimero. Questiona-se, portanto, o
conceito de osteoconducdo deste autor. Por outro lado, OHARA et a. (1995) e
RAMALHO (1998) referem presenca de tecido 0sseo novo na transicdo implante-
0sso e no interior do implante.

Confrontando estes dados com os resultados ora apresentados, pode-se
deduzir que as caracteristicas fisicas da poliuretana de mamona adicionada de 40% de
carbonato de calcio, podem interferir diretamente nos fendmenos de osteocondugéo
em fraturas recentes. No entanto, fatores relacionados com o didmetro dos poros e
suas interconexdes ndo puderam ser controlados na sua preparacdo e podem ter
interferido, provavelmente, na sua integracdo com os tecidos do hospedeiro.

Como no material estudado por ROUX et al. (1988) e GUHNAN et al.
(1994), a estrutura porosa do cilindro favoreceu a sua invasdo por tecido de
granulagdo, aumentando suas chances de mineralizagdo. Segundo WHITE e SHORS
(1986), van EEDEN e RIPAMONTI (1994) e SILVA (2000), a presenca de 0sso
dentro dos poros do material implantado € evidéncia de que ele possui propriedades
osteocondutoras, que podem ser confirmadas pela fluorescéncia a tetraciclina e pela
histologia.

Os resultados obtidos permitem aceitar o conceito para osteoconducdo
de CORNELL e LANE (1998), quando sugerem que O processo requer porosidade,
seguindo os mesmos principios observados durante o reparo da fratura e remodel acéo
Osseas, e que a ata concentragdo de CaPO, ao redor do implante osteocondutor
estimula a deposicdo de 0sso novo, acrescentando que a osteoconducdo parece ser
potencializada nos materiais que ndo somente apresentam estrutura fisica semelhante
a do osso, como também composicdo quimica semelhante e que aceitam a presenca
de células primordiais em sitio adequado.

Com relacdo a possibilidade de propriedades osteoindutoras do
implante, os resultados permitem afirmar que a mesma ndo esta presente no polimero

utilizado, pois ndo foi observada qualquer marcagcdo fluorescente nos implantes
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abdominais, com os polimeros mantendo sua forma, sem qualquer evidéncia de
crescimento 6sseo a histologia, assim como observaram VILARINHO (1996), que
avaliou aresinaimplantada em camara anterior do olho de ratos, RAMALHO (1998),
na mandibula de ratos, e FRASCINO (1998), apds implante da resina na calota
craniana de coelhos.

Portanto, como o implante associado ao carbonato de cacio ndo
demonstrou propriedades osteoindutoras e considerando que a reparacdo 6ssea € um
processo dependente de resposta celular, as células presentes na medula e que
desempenham papel na osteogénese dependeram de um estimulo local para producéo
Ossea. Este estimulo estava presente nas falhas 6sseas, ao contrario do abdémen, onde
nao houve formacdo de tecido Gsseo.

E evidente que a neoformag&o de 0sso novo na regido de um implante
esta relacionada ao estimulo (fatores de crescimento), de um meio receptor adequado
e de uma estrutura que permita invasdo vascular e proliferacdo celular osteoblastica
ou a diferenciacéo de células para alinhagem osteogénica.

No presente experimento ficou claro que a adicéo da stem cell medular
a0 material aloplastico representou uma somatéria de propriedades desgjaveis por
associar a capacidade do polimero em provir suporte a penetracéo de tecido 6sseo a
osteogénese, conforme descrito por OLIVEIRA et a. (2000) e SILVA (2000) e

observado radiograficamente nos mel hores resultados do grupo M em relacéo ao P.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Reconhecida a necessidade de reposicdo cirdrgica de perdas 0sseas na
prética clinica, o experimento foi conduzido no Departamento de Veterindria da
Universidade Federal de Vigosa, em 36 coelhos da raca Nova Zelandia brancos, com
idade entre cinco e seis meses e peso entre 3 e 4 kg, com 0 objetivo de avaliar o
processo de reparacdo tecidual e o comportamento do polimero vegetal extraido de
0leo de mamona adicionado de carbonato de célcio, associado ou ndo & medula éssea
autogena, aplicado tanto em sitio heterotdépico como na reparacdo de falhas Gsseas
experimentais em réadio de coelhos.

Foram desenvolvidas falhas 6sseas no rédio de quinze coelhos, que
foram preenchidas com cilindros de polimero de mamona, com as dimensbes
semelhantes as das falhas, adicionado de 40% de carbonato de céalcio. Em outros
guinze animais, medula Ossea obtida por aspiragdo percutanea da crista iliaca foi
adicionada ao polimero, impregnando-o totalmente. Para permitir a avaliacdo da
capacidade osteoindutora do polimero em sitio heterotdpico, seis coelhos receberam
seis implantes no musculo reto abdominal: trés coelhos receberam implantes
embebidos em medula 6ssea autdégena recém colhida e os outros trés, sem embebicao.

A avaliagdo radiogréfica dos ossos que receberam o implante do
polimero sem concomitante aplicacdo de medula 6ssea (grupo P), demonstrou areas
irregulares de calcificacdo, ocupando o defeito em suas por¢des periféricas, de forma
irregular e sobre o polimero. Em 100% dos animais a interface polimero/osso

receptor encontrava-se radiotransparente nas radiografias iniciais e sua radiopacidade
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foi aumentando nas radiografias posteriores. N&o foram observados desvio de eixo
0sse0 ou reabsorcdo das extremidades receptoras do implante. Ja nos 0ssos que
receberam o implante do polimero associado a medula éssea (grupo M), foi
demonstrado um padréo de radiopacidade mais intenso, mais regular e mais precoce,
guando comparado ao grupo P. Estas condi¢cdes foram progressivas em relagcéo ao
tempo, observando-se pontos de radiopacidade sobre o polimero e proliferacdo
periosteal.

Nas avaliagBes microscopicas realizadas, foram observadas evidéncias
de formagdo de tecido 6sseo imaturo com tendéncia a organizacdo, brotos isolados de
neoformagdo déssea com tendéncia a formar osso sobre o polimero, em seus poros
superficiais e por entre os poros comunicantes. Nas observacdes histologicas foi
evidente a atividade osteogénica pela superficie e poros do polimero.

Considerando que a reparacdo 6ssea € um processo dependente de
resposta celular, as células medulares associadas ao polimero desempenharam papel
na osteogénese, que foi dependente de estimulo local. Este estimulo estava presente
nas falhas ésseas, ao contré&rio do abdémen, quando o fragmento, neste aspecto,
permaneceu inerte.

Quando o cilindro de polimero foi depositado em frascos contendo
meio de cultura com bactérias ndo foram observadas acfes sobre o crescimento de
microrgani Smos.

Com base nesses achados, pode-se concluir que o implante:

1. Permite a ocorréncia de osteogénese e osteoconducdo na sua
estrutura, com reparagao dos defeitos por formagdo de 0sso novo
ocorrendo de forma progressiva e satisfatoria, principalmente
guando adicionado da stem cell medular, em ambiente adequado.

2. Permite a migracdo de capilares, tecidos perivasculares e células
osteoprogenitoras entre 0S espagos Porosos NUM processo inicia de
tecido fibrovascular invadindo a estrutura porosa superficial,
seguido da deposicao de osso diretamente sobre ela. Este arcabougo
passivo conduz o crescimento do 0sso e de tecido fibrovascular,

como um espagador osteocondutor.
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3. Incorporou-se ao tecido receptor de forma lenta e incompleta até as

nove semanas do estudo.
4. E biocompativel, apesar da presenca de céulas gigantes e camada

fibrosa envolvente.
5.Né& apresenta propriedades osteoindutoras, nem acOes

bacteriostética ou bactericida.
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